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Precede d'elimination du biofilm 

La presente invention a trait au domaine de la desinfectlon et de la 
decontamination de materiel et d'appareiis pr§$entant des surfaces 
5 susceptibles de servir de support au depot d'lin biofilm. 

Ce nnateriel et^ou ces appareils sont par exemple ceux utilises dans 
le domaine medical, comme les appareils d'analyse et tout le materiel comme 
les dispositifs medicaux reutilisables, comme les generateurs de dialyse ainsi 
que les implants (implants oculaires, valves cardiaques) et protheses. Le 
10 materiel utilise en dentisterie, voire les muqueuses et les dents elles-memes 
naturelles ou proth^iques sont susceptibles egalement d'Stre le si^ge de depdt 
de biofilm. Le materiel utilis6 dans rtndustrie allmentaire et ou pharmaceutique 
peut egalement etre cit& ainsi que les centrales de climatisation et de mani^re 
plus generate tout materiel en contact avec un milieu hydrique susceptible de 
15 contenir des bacteries en suspension. 

Le probleme majeur actual est relimination du biofilm constitue par 
la biomasse fixee sur les surfaces du materiel, des appareils et ou des 
muqueuses et qui constitue une cause d'infections persistantes et ou de 
contamination. En efiet toute bacterie en suspension dans un milieu hydrique a 
20 la propriete d'adherer aux supports qu'elle rencontre pour former un biofilm, Ce 
biofilm est un agglomferat de bacteries sur une surface entour^es d'uhe matrice 
d'exopolysaccharides, sa formation est un ph6nomene nature!. Une fois fbrmd 
le biofilm est tres difficile a eliminer. 

Les precedes actuels de decontamination et/ou de di^sinfisction 
25 proposes pour lutter contre le biofilm, bien qu'ayant une certaine efficacitd 
notamment antibact^rienne n'^iiminent cependant pas le biofilm du support oe 
qui favorise son redSveloppement et dans ie cas parUculier de rh^modialyse, 
laisse en surface des supports des pyrogfenes. 

Pour certains appareils ou materiels le biofilm est en outre renforce 
30 par des depdts de tartre constitues de carbonate de calcium et ou de 
magnesium. 

L'utilisation actuelle de solutions d6calcifiantes en renforcement 
des solutions purement d^sinfectantes pour le traitement de certain materiel ne 
permet cependant pas Telimination totale de ce biofilm sauf a utiliser des 
35 produits comme Teau de Javel qui si elles sont efficaces sur le biofilm sont 
souvent destructrices pour le materiel et les appareils medicaux. Ces solutions 
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sont en outre inutilisables sur des surfaces en contact avec des tissus et ou 
directement sur les muqueuses. 

On connalt de Jacquelin L.F., Pathologie Biologie, mai 1994, p. 425 
I'utillsation sequentielle d'enzymes et de disinfectant phenolique pour la 

5 destruction des biofilms. On connaTt de Johansen C, Applied and 
Environmental Microbiology, septembre 1997, p. 3724 , I'utillsation de 
combinaisons enzymatiques comme les glucose oxydases et la 
lactoperoxydase. On connaTt de WO01/53010 un precede enzymatique 
d'6limination des biofilms comprenant rutilisation d'une enzyme appartenant au 

10 groupe des carbohydrases et des proteases et leur utilisation s^uentielie et 
egalement en combinaison ou de fa9on Independante d'agents appartenant au 
groupe des biocides, chelatants, et autres nettoyants. 

On connaTt egalement de EP1 186574, un precede d*eliminatlon des biofilms 
des surfaces en contact avec de Teau caract6rise en ce qu'il comporte un 
15 nettoyage avec un princIpe actif enzymatique et un nettoyage avec un produit 
disinfectant destine d tuer les bact^ries liberees par Faction du melange 
enzymatique. mais les r^suttats obtenus ne sont pas satisfaisants et aucun 
precede, ni produit ne pemnet actuellement d'elimlner ces biofilms. 

20 La presente invention permet de r6soudre le probleme par la mise en oeuvre 
d'un procede et par une selection de produrts permettant d'obtenir une 
efficacite d'elimination jamais obtenue jusqu'a present. 

La presente invention conceme un procede d'elimination du biofrlm 
25 caractSrisi en ce qu*il comprend au moins les Stapes suivantes efFectu6es 
simultanement ou consecutivement : 

a) on dispose d'une solution comprenant un melange enzymatique 
contenant au moins une enzyme choisie dans le groupe des proteases, au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des esterases et une amylase, 
30 b) on dispose d'une solution comprenant un detergent dont le pH 

est alcalin, 

c) on applique par lavage ou par circulation lesdites solutions sur la 
surface i trarter. 



35 Dans une variante, le precede selon Tinvention comprend en outre 

les stapes suivantes effectudes simultanement ou consecutivement : 



3 



d) on dispose d'une solution comprenant un acide susceptible d& 
dissoudre des depots de sels mineraux, 

e) on applique par lavage ou par circulation ladite solution sur la 
surface a traiter. 

5 

L'lnventlon conceme egalement : 

- le precede selon invention, caracteris6 en ce que en oe que 
I'enzyme choisie dans le groupe des proteases est choisie dans le group© 
constitue par les exopeptidases ou les endopeptidases comme la trypsine ; 

10 - le procede selon rinvention, caracterise en ce que I'enzyme 

chofsie dans le groupe des esterases est une carboxylester-hydrolase comme 
la lipase, une phosphollpase et/ou une phosphonodiesterase comme la 
ribonuclease ; 

- le procede selon rinventfon. caracteris6 en ce que en ce que le 
J 5 melange enzymatique comprend en outre une enzyme choisie dans le groupe 

constitue par les osidases ou carbohydrases comme la glycosidase et la 
galactosidase ; 

- le procede selon llnvention, caracterlsfe en ce que le melange 
enzymatique est la pancreatine ; 

20 - le proc6de selon rinvention, caracterise en ce que le detergent est 

une solution alcaline contenant des agents tensioactifs ; 

- le procede selon invention, caracteris6 en ce que le detergent est 
une solution alcaline contenant des agents tensloactife et un ammonium 
quatemalre ; 

25 - le procede selon rinvention, caract6ris6 en ce que le detergent 

contient en outre un disinfectant comme une solution d'hypochlorite de 
sodium, ou d'hypochlorite de potassium. 

Lorsque dans une variante le procede comprend une dtape de 
30 lavage par une solution acide pour iiiminer les depots de sels mineraux, Tacide 
est choisi dans le groupe constitue par I'acide citrique, Tactde peracStique. 
r acide giycolique et Taclde hydroxyacetique. 

Uinvention conceme egalement un kit destinfe a Telimination du 
35 biofilm caracterise en ce qu'll comprend au molns une solution d'un melange 
enzymatique contenant au moins une enzyme choisie dans le groupe des 
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proteases, au moins une enzyme choisie dans le groupe des esterases et une 
amylase, et au moins une solution d'un detergent un detergent dont le pH est 
alcalin. 

L'inventlon conceme 6galement : 
5 - un kit selon rinvention, caracterise en ce que I'enzyme choisie 

dans le groupe des proteases est choisie dans le groupe constrtue par les 
exopeptidases ou les endopeptidases comme la trypsine ; 

- un kit selon Tinvention, caracterise en ce que I'enzyme choisie 
dans le groupe des esterases est une carboxylester-hydrolase comme la 

10 lipase, une phospholipase et/ou une phosphonodiesterase comme la 
ribonuclease ; 

- un kit selon rinvention, caract6rls6 en ce que le melange 
enzymatique comprend en outre une enzyme choisie dans le groupe constitue 
par les osidases ou carbohydrases comme la glycosfdase et la gaiactosidase ; 

]5 - un kit selon rinvention, caracterise en ce que le melange 

enzymatique est la pancreatine : 

- un kit selon rinvention, caracterise en ce le detergent est une 
solution alcaiine contenant des agents tensioactrfs ; 

- un kit selon invention caracterise en ce que le detergent est une 
20 solution alcaiine contenant des agents tensioactrfs et un ammonium 

quatemaire ; 

- un kit selon rinvention, caracteris6 en ce qu'ii comporte en outre 
une solution d'un disinfectant comme une solution d'hypochiorite de sodium, 
ou d'hypochiorite de potassium ; 

25 - un kit selon rinvention, caracterise en ce qu'il comporte en outre 

une solution d'un acide susceptible de dissoudre des depdts de sels mineraux 
comme le cari^onate de calcium ; 

- un kit selon invention, caracterise en ce que dans la solution 
acide pour eliminer les depdts de sels mineraux, racide est choisi dans le 

30 groupe constitue par I'acide citrique, racide peracitique, I'acide glycolique et 
racide hydroxyacfetique. 

Le melange enzymatique est de preference utilise ^ une 
concentration comrise entre 0,1 et 10 % en poids/volume ; le detergent est de 
35 preference utilise e une concentration comprise entre 0,1 et 30 % en 



voiume/volume, et lorsque celui-ci comprend en outre un desinfectant, le 
desinfectant est addltionne de preference a une concentration de 0,01 a 2%. 

La duree d'application selon le proc6d6 de I'inventlon de la solution 
> comprenant le mfelange enzymatlque est comprise entre 5 mn et une heure, en 
fonction du type de blofilm. de son andennet6 etdu materiau ; cette application 
est de preference effectuee a une temperature comprise entre la temperature 
ambiante et 40 "C, et de preference k 37 "G. 

La solution comprenant un detergent dont le pH est alcalln est 
0 appiiquee pendant une duiee qui peut varier de 5 mn a 24 heures, k une 
temperature comprise entte la temperature ambiante et 90 "C, en fonction du 
type de blofilm et du materiel traite. 

L'invention concerne egalement une composition destinee a 
5 l-eiimination du biofilm caracterisee en ce qu'elle comprend un melange 
enzymatique contenant au moins une enayme choisie dans le groupe des 
proteases, au moins une enzyme choisie dans le groupe des esterases et une 
amylase, et un detergent dontle pH est alcalln. 

Plus partlculierement la composition selon l'invention est 
10 caracterisee en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 

Dans une variante de l'invention la solution comprenant ie melange 
enzymatique et la solution comprenant le detergent fbnne une solution unique ; 
l'invention concerne done egalement une composition destin6e d {'elimination 
25 du biofilm caracterisee en ce qu'elle comprend melange enzymatique 
contenant au moins une enzyme choisie dans le groupe des proteases, au 
moins une enzyme choisie dans le groupe des esterases et une amylase, et un 
detei^ent dont le jsH est alcalin. 

30 Dans un mode de realisation particulier le precede selon l'invention, 

caracterise en ce que le detergent est une solution neutre ou une solution 
acide contenant des agents tensioactifs ; dans cette variante lorsque le 
detergent est une solution acide il permet sans etape suppiementalre de 
dissoudre les depSts de sels mineraux, lorsque le ph6nom6ne d'entartrage est 

35 tres important. 
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On entend par « biofilm », un ensemble de mlcroorganismes 
developpes sur un support, notamment bacteries, virus, parasites et 
champignons. Ce biofiim se developpe et les microorganismes secrdtent une 
gangue d'exopolymeres contenant entre autre des exopolysaccharides qui va 
5 former un film biologique appel^ « slime » ou « glycocallx » et qui se presente 
sous forme d'un dSpot gSlatineux a la surface des parois. 

On entend par « pancreatine ». un extrait de pancr6as, contenant 
('ensemble des enzymes digestives de cette glande, notamment des enzymes 
proteolytiques ou proteases et des hydrolases notamment les esterases 
10 comme la lipase, de Tamyiase, de la ribonuclease et de la trypsins, on se 
referera a la definition de la Phamiacopee Europeenne. 

On entend par ic d§tergen »t tout produK dont la composition a ete 
specialemenf etudiee pour concourir au developpement des phenomenes de 
detergence et qui comprend des composants essentiels les agents de surface 
15 qui sont des tensio-actifs et eventuellement des composants complementafres 
(adjuvants, renforpateurs, charges, additifs divers). Les tensio-actifs sont des 
composes chimiques qui introduits dans un liquide, en abaissent la tension 
superficielle, ce qui a pour effet d'en augmenter les pnDprietes mouillantes. 

On entend par 4c pH alcalin » une solution aqueuse pr6sentant un 
20 pH superieur k 7. et de preference dans la presente invention un pH superieur 
ou egal d 9. 

Oh entend par « elimination du biofilm ». le decrochage du biofilm 
de son support 

25 UefTicacite du proc^de selon Tinvention a ete testee selon le plan d'experience 
decrit ci-apres. 

Le precede a ete teste et mis en oeuvre exp6rimentalement sur 5 
types de biofilms ; les biofilms 1, 2, 3 et 5 ont ete obtenus grace a un modele in 
30 vitro mimant le generateur d'hemodialyse. 

Biofilml : enrichi en nutriments de croissance acceleree (3 Jours) 
d'epaisseur moyenne (environ 10® UFC/cm^),.tr§s riche en « slime » 

Biofilm 2 : non enrichi en nutriments, s'etant developpe en 1 mors, 
35 equivalent a ceux rencontres reellement dans les generateurs de dialyee 
(environ 10^ UFC/cm^), trds riche en cristaux de tartre 
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Blofilm 3 : enrichi en nutriments da croissance acceleree (5 Jours) 
epais (environ 10^ UFC/cm^). tres riche en « slime » 

Biofilm 4 6chantillon de tubulure vehicuiant de I'eau pour 
h^modialyse. prelev6 dans un centre, rewuvert d'un biofilm d'envlron 10 
UFC/cm^ mais s'^tant d^veloppe en plus d'un an. 

Biofilm 5 : enrichi en nutriments de croissance accel6r6e. s6tant 
developpe dans un module « pr§ventif » en 3 semaines. 

I^ealisatif^n du modfe le in vrtro 



Un corps de reacteur de 250 ml a ete rempli par un dialysat non 
sterile prepare par dilution de solutions concentr^es pour hemodlalyse stferiles 
apyrogenes (Clearflex®. Bieffe ^Medltal), avec de I'eau osmoste non st^nle 
contenant Pseudomona3 puUda, Pseudomonas fluorescens, Flavimonas 
15 ohsbitans, produite en continu au laboratoire. 

Le milieu contaminant circulait en circuit femn6 dans une boucle de 
tubulure en silicone de 1 .5 metres de long et de 5 mm de dlam^tre Interne h un 
d6bit de 500 ml/min gr§ce a une pompe peristaltique. L'ensemble des 
tubulures et le corps de reacteur ont ete pr6alablement st6rilis6s a I'autoclave a 
20 12rc pendant 30 minutes. Ainsi, le dialysat contamine naturellement par les 
bact§rtes de I'eau 6talt la seule source de micro-organ Ismes. 

L'ensemble du systeme a 6te maintenu a une temperature de 37"C 
grace a une plaque chauffante sur laquelle etait pose le corps de reacteur. 

Dans le cas des bioRlms 1, 3 et 5 la croissance bactferienne et par 
25 consequent le developpement du biofilm ont 6^ acc6l6r6s par ajout de bouillon 
de culture LB dilue au 1/50 soH une solution de bouillon LB diluee au 1/5 
apportfee a un debit egal au 1/10^ de celui du dialysat.Les debits d'apport du 
dialysat et du bouillon de culture, regules par une pompe peristaltique, 6taient 
respectivement de 5 et 0.5 ml/minute. 
30 Dans le cas du biofilm 5. le modfele a 6t6 modifie de la fagon 

suivante : 

Des segments de tubulures en silicone connectes entre-eux par 
des raccords en polypropylfene, ont 6te parcourus pendant 4 heures par un 
dialysat non sterile enrichi en milieu de culture. Toufes les 4 heures, les 
35 tubulures ont 6te d6connectees et integrees h des syst^mes de desinfection 
(voir ci -^prds) Apres traitement, les tubulures ont §te • reconnectees et le 
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milieu contaminant a ete remis a circuler pendant 4 heures. En parallele, des 
tubulures temoins ont 6t6 reparties dans le circuit et sans jamais subir de 
desinfection. Chaque jour. 2 seances d'hemodialyse entrecouptes chacune 
d'une seance de disinfection ont afnsi pu etre effectuees. La nurt et les week- 
5 end, le syst6me etait arrete apres la demiere desinfection et les tubulures 
etaient maintenues vides a temperature ambiante. Le systeme a fonctionne 
jusqu'au developpement d'un biofilm mature sur les tubulures temoins. 

Produits et ccmbinaisons testes 

10 

17 produits ont 6t6 testes appartenant a 6 families differentes. La 
liste de ces produits est donnee dans le tableau I. Ces produits ont ete evalues 
seuls ou en combinaisons. AinsI, un screening complet de 60 combinaisons a 
ete realise sur le biofilm 1 ; 9 combinaisons ont ensuite ete evaluies sur le 
15 biofilm 2 ; enfin, ia meilleure comblnalson s§lectionnee a 6t§ testde sur les 
biofilms 3, 4 et 5. 



Tableau 1 : Liste des produits testfis 



Ffunine 


Produit 


Foarnissear 


Surfactants /detergents 


Sodium dodecyl sulfate 


Sigma 


Triton 


Sigma 




RBS 


Chemical Products 




Tween 


Sigma 


Enzymes 


Ttypsine 


Sigma 




Pancr^tine 


Sigma 




Protease fongique 


Sigma 




Thermolysine 


Sigma 


Acides 


Acide perchlorique 


Merck 




Acide citrique 


Merck 




Acide trichlorac^que 


Merck 


Produits de dissociation cellulaire 


Vers&ie 


Sigma 




Cell dissociation 


Sigma 


Alcalins 


NaOH 


Prolabo 




KOH 


Prolabo 


Divers 


Bail de Javel 






Tampon pHlO (Bicaibonate) 


Pr6par6 au labo 
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Echantillonnaqe 

Les tubulures recouvertes des biofilms 1. 2. et 3 ont ete decoupees 
en segments de 5 cm de long. Pour le screening sur les biofilms 1 et 2, 
.5 chaque segment a ete selectionne par tirage au sort pour sublr Tun des 
differents traltements a etudter. Des 6chantlllons contrSle preleves au hasard 
sur la boucle en silicone ont ete consen/es non traltes 

Traltement des echantillons 

JO 

Les segments de tubulure a trailer ont ete fixes sur la tubulure 
descendante d'un montage constitu6 de 2 tubulures, I'une ascendante. Pautre 
descendante. d'une pompe peristaltique et d'un bain marie (pour les 
traitements effectues a une temperature superieure a 20X). Le prodult a tester 

15 en mode « recirculation »a 6t6 mis en solution dans une fiole de 1 00 ml et a ete 
entrainee par la pompe peristaltique a un debit de 500 ml/min en circuit fenne a 
travers les tubulures pendant une duree respectant les temps de contact 
decrits dans le tableau 11. Le produit a tester en mode « statique » a ete mis en 
solution dans une fiole de 100 ml et a et6 entramee par la pompe peristaltique 

20 jusqu'S rempllssage des tubulures ; puis, la pompe a 6t6 arrftt6e et le produit 
maintenu en stase pendant le temps de contact souhaite. Aprfts chaque 
traitement par un produit donn6. les 6chantlllons de tubulures ont ete rinces 5 
minutes par de Teau osmosee. 

25 Methodes d'6tude de refficacit6 des traitements 

Trois parametres fbndamentaux ont 6t6 retenus pour revaluation 
de I'efficacite des traitements 

la reduction de ta surface couverte 
30 la reduction du nombre de bacteries cultivables 

la reduction du taux d'endotoxines 

Les screening sur les biofilms 1 et 2 n'ont tenu compte que du 
premier parametre. La meilleure combinaisonTetenue a ensuite ete 6valu6e de 
35 maniere approfondie pour son efficaclte sur la mortalite bacterienne et 
relimination des endotoxines. 
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Metho#j;eYa|uM9D..ciy^^^^ 



0 



25 



30 



35 



Les biofilms t^moins ettrates ont §t6 colorfes : 

-soit par une solution de cristal violet a 0,25% 

-soil par une solution de fluorochromes Badight® (Syto 9 et iodure 
de propidium). Les bact6rles vlables apparaissent vertes ; les mortes 
apparatssent jaunes ou rouges. 

Les 6chantillons de tubulure .en silicone recouvertes de biofilms 
colore ont ete attaches sur des lames de venre et observ6s au microscope 
optique. relie lui-meme a une camera et a une logiciel d'analyse tfimagas 
« Scion Images ». Ainsi. plusieurs photographies d'un meme echantillon (6 ^ 
10 ) ont 6t6 prises, la surface color6e a 6t6 6valu6e quantitativement par le 
logiciel d'anaJyse d'imagas. et une vaieur moyenne de surface couverte par 
echantillon a ete calcul6e. Cette valour moyenne a 6te comparer a la surface 
couverte des echantillons temoins non traitfes : un pourcentage de reduction de 
!a surface couverte a alors ete calcul6. 

□•autre part, pour une observation plus prfecise. les echantillons 
traites par la combinaison la plus efficace ont #ti obsen^s au microsocpe 
confocal laser. 

Methode de quantification des bacteries cultivables 

Le biofilm recouvrant les echantillons de tubulure a 6t6 dfetachS du 
support par un grattoir micanique assurant un d6crochage complet. homogfene 
et reproductible. Ce grattoir 6tait constitu6 d'un toumevis 6lectnque a 
rexir6mit6 duquel 6tart fix66 une spatule en acier inoxydable sterilisable a la 
flamme. La rotation de la spatule dans la lumiere de la tubulure a entraTn6 la 
biomasse au fond d"un tube stferile. Lentralnement a 6t6 fadHte par un filet 
d-eau sterile. Les 6ventu6ls agr6gats bacteriens ont ensuite ete dissodes au 
travers de I'aiguille d'une seringue. Le nombre de bact§ries cultivables a 6t6 
d6tennin6 par denombrement des UFC apr6s statement de la suspension 
bact^rienne rfesultante sur gfelose RaA incubte ^ temperature amb«nte 

pendant 7 jours. . , 

Pour plus de precision, les echantillons se revelant non contamines 
apres etalement ont ete totalement filtrfes et la membrane de filtration a 6te 
incubee sur gelose R2A a temperature amblante pendant 7 jouis. 
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Methods de dosage des endotoxines 

Les endotoxines bact6riennes ont ete quantrfiees dans la 
suspension bact6rienne resultant du decrochage (voir ci-dessus) par les test 
5 standardise de reference : le test LAL chromog6nique cinetique (Charies River 
Endosafe). 

Rfesultats de Tetude sur les biofrims 1 et 2 

0 Les resultats des screening sur les biofilms 1 et 2 sont presentes 

dans les tableaux II et III 

Tableau II : Screening sur Ic BioGIm 1 



TraiV n'' 


produit 


cone 


"C 


t&mps 


mode 


resuttat 


1 


SDS 


6% 


amb 


40 min 


Stat 


«* 


2 


triton 


5% 


amb 


40 min 


Stat 




3 


RBS 


5% 


amb 


40 min 


Stat 


** 


4 


tween 


5% 


amb 


40 min 


Stat 




5 


versene 


pure 


amb 


40 min 


Stat 




6 


trypsin 


EDTAIX 


amb 


40 min 


Stat 




7 


trypsin 


0,25% 


37 


40 min 


Stat 


** 


d 


SDS 


5% 


amb 


40 min 


recirc 


V. 


9 


tween 


5% 


amb 


40 min 


redrc 




10 


RBS 


5% 


amb 


40 min 


recirc 




11 


perchio ac 


0,05% 


amb 


40 min 


Stat 




12 


NaOH 


0.01 N 


amb 


40 min 


Stat 


• 


13 


KOH 


0.02N 


amb 


40 min 


Stat 




14 


TCA 


0.25% 


amb 


40 min 


sfat 




15 


KOH 


0.02N 


, amb 


40 min 


recirc 




16 


triton 


6% 


amb 


40 min 


recirc 




17 


RBS 


5% 


amb 


1h 


recirc 




18 


RBS 


5% 


amb 


24b 


recirc 




19 


RBS 


2% 


amb 


1h 


recirc 




20 


RBS 


2% 


amb 


24h 


recirc 




21 


KOH 


0.02N 


amb 


1h 


recirc 




22 


KOH 


0.02N 


amb 


24h 


recirc 




23 


pancreatin 


1% 


37 


1h 


recirc 




24 


pancreatin 


1% 


37 


1h 


Stat 




25 


pancreatin 


0,10% 


37 


2h 


recirc 




26 


citric ac 


3% 


amb 


40 min 


recirc 




27 


KOH 


0.002N 


amb 


40 min 


recirc 




26 


Cell dissoc 


pure 


37 


40 min 


stat 
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29 
^0 


trypsin 


0,25% 


37 


40 min 


recirc 




oO 






37 


40 min 


recirc 




31 


RBS 




amb 


40 min 


recirc 




32 


RB$ +CI 


2%+0.2% 


amb 


4u mm 


recirc 




33 


thermolys 


2Tng/50ml 


37 


40 min 


recirc 




34 


pancreatin 


0.60% 


37 


40 min 


recirc 




35 


KOH 


0,001 N 


amb 


40 min 


recirc 




36 


RBS 


2%ph7 


amb 


40 min 


recirc 




Of 




1% 


37 


40 min 


recirc 




OO 

OO 


proi6ao6 


1% 

1 /o 


37 


40 min 


recirc 




09 




1% nh1Q 

I /O Ul 1 1 w 


amb 


'40 moi 


recirc 




40 


RBS 


0.5%ph10 


amb 


40 min 


recirc 




41 


Kdo 


1 OA rthin 

1 JO pn lu 


al 1 lii 


5 min 


recirc 




42 


Kdo 




dii 11/ 


40 min 


recirc 


**(*) 


43 


RBS + 
pancreaun 


1%ph10 


40 


5 min 


recirc 




44 


RBS + 
pancreatin 


1%ph10 
0.50% 


40 


5 min 


recirc 


•** 


45 


RBS + 
pancreatin 


-10/ nhin 

ivo pniu 
0,50% 


An 


4.0 


rectfc 




46 


buffer phi 0 


pure 


37 


40 


recirc 


* 


47 


pancreatin 


0.5 phIO 


37 


40 


recirc 




48 


pancreatin 
etRBS 


0,5%ph7 
1%ph10 


37 
amb 


5 min 
5 mrn 


rociic 
recirc 




49 


pancreatin 


0.25%pn7 


o7 


Smin 


recirc 




50 


pancreas + 
thermolys 


0.25%ph7 
2mQ/50ml 


37 


5min 


recirc 




51 


pancreatin + 
thennolys + 
protease 


0.25%ph7 

2mg/50ml 
0.25% 


37 


5mln 


recirc 


•* 


52 


pancreatin 
tlienmolys + 
protease 
trypsin 


0-25%ph7 
2mg/50ml 

0.25% 


37 


5min 


1 Bwlll* 




53 


pancreatin 

PRC 


1% 

1 


O f 

amb 


5 min 
5 min 


necirc 




54 


pancreatin 
et RBS 


0,25% 


37 
amb 


5 min 

5 mill 


redrc 




55 


pancreatin 
et RBS 


0,25% 
0.50% 


37 
amb 


5 mm 
30 min 


recirc 


***** 


56 


pancreatin 
et RBS 


0.10% 
0.50% 


37 
amb 


5 min 
5 min 


recirc 




57 


pancreatin 
et RBS 


0.10% 
0,10% 


37 
amb 


5 min 
5 min 


recirc 




58 


citric ac 
etRBS 


3% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 




59 


citnc ac 


3% 


37 


5 min 


recirc 






et pancreatin 
et RBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 






60 


pancreatin 
et RBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


Smin 
30 min 


racfax; 
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Legende 


Elimination 






surface couverta 




Pas 'elimination 


0 


« 


Mauvaise ^linfiination 


0-25% 




Elimination moderee 


26-50% 


**• 


Bonne ^iimlnation 


50-75% 




Excellente Elimination 


75-99% 




Elimination complete 


100% 




melange 




et 


application sequentielle 





5 



Tableau HI : Screeniug sar le biofillll 2 



Tralf 


produit 


cone 


»c 


temps 


mode 


rdsultat 


1 


Pancreatin 
etRBS 


0.5% ph7 
1%ph10 


37 
amb 


5 min 
5 min 


recirc 
necirc 




2 


citric ac 
et RBS 


3% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


***** 


3 


pancreatin 
et citric ac 
etRBS 


0,50% 
3% 
1% 


37 
37 
amb 


5 min 
5 min 
30 min 


recirc 




4 


pancreatin 
etRBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


*** 


5 


citric ac 
et pancreatin 
etRBS 


3% 
0,50% 
1% 


37 
37 
amb 


5 mln 
5 mln 
30 min 


recirc 




6 


pancreatin 
etRBS 


0,50% 
1% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


redrc 




7 


citric ac 


3% 


37 


5 min 


recirc 




8 


cftric ac 
etRBS 


3% 
0,50% 


37 
amb 


5 mln 

30 min 


recirc 




9 


citric ac 
etRBS 


3% 
0,10% 


37 
amb 


5 min 
30 min 


recirc 


«««« 



La combinaison letenue suite d ces screening a 6te cello 
10 permettant la meilleure elimination ides 2 biofilms. d savoir, la « combinaison 
K » suivante : 



Pmduit A = Pancreatin*", r^actif de laboratoire commercialls6 par 
Sigma. Extrait du pancreas de porc, il s'agit d'un melange enzymatique 
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contenant entre autre lipase, protease, amylase, trypsine, ribonuclease (voir 
Pharmacopee Europeenne). 

Produit B = adde cHrique 
5 Dans le cas particulier de la desinfection des generateurs de 

dialyse, ce produit agit comme d^calclfiant et ^limine les cristaux de tartre qui 
emprisonnent les bacteries et favorisent l'adh6sion du blofilm au support. 

Produit C - RBS* , solution d6tergente alcallne moussante. 
10 commerQialls6e par la society Chemical Products , h propri6t6s bactericides, 
virucides et fongicides. contenant des agents tensio-actlfe et un ammonium 
quaternaire (agent d^smfectant). 

Ponnegs„guMtatives„etflua|jffi^ 

15 

Des photographies des biofllms 1 et 2 avant et apres action de la 
combinaison K ont pemnis de quantifier visuellement Faction de la comblnaison. 

Le tableau IV donne les valeurs des parametres mesurfis avant et 
aprds action de la combinaison K. 

20 

Tableaux IV : DonnSes quantitatives de revaluation de I'efficacite 
de la combinaison K sur les biofilms 1 et 2 



Tableau IV a) Biofilm 1 



25 



Parametre 


Avant traitement 


Apr^ traftemeiit 


% Induction 


Surface couverte 
(Inches ^ 


20 


<0,001 


>99,99 


Bacteries cullivables 
OFFC/cm^) 


10- 


<1 


>99^99 


Endoto7(iBes(EU/ciii^ 


10039 


<0.005 


>99,99 



Tableau IV b) Biofilm 2 



Paramfetre 


Avant traitement 


Apres traitement 


% reduction 


Surface cpuvexte 
(Inches ^) 


13,4 


<0.001 


>99,99 


Bacteries culUvables 

rupacm^) 


3.10" 


<1 


>99,999 


Endotoxiacs(EU/cin'') 


40 


<0.005 


>99.99 
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Determrnation de la MIC du RBS 

Le pouvoir antibacterien de cette combinaison 6tant porte par le 
RBS, sa concentration minimale inhibitrice a §te determinee sur les germes 

5 constHuant les biofilms etudies. 

Un melange de dialysat frais contamine (prepare avec de I'eau 
osmosee non sterile contenant les germes decrits pr^cedemment) et de 
bouillon LB dans les proportions 50/50 v/v a ete realise. Des solutions de RBS 
aux concentrations de 100 %, 50 %, 10 %. 5 %, 1 %, 0,5 % et 0,1 % ont 

10 faites par dilutions en cascades, puis 300 ^1 de chacune de ces solutions ont 
et6 ajoutes i 3 ml du melange contamine. Apres 12 heures d'incubation a 
temperature ambiante, les UFC ont 6te denombrees sur gelose R2A pour 
chacune des concentrations de RBS test6es. 

1 5 La MIC est definie comme etant la plus faible concentration qui 

conduit a rinhibition de la croissance des germes. Les rSsultats sont donnSs 
dans le tableau V. 

Tableau V: Determination de la MIC du RBS 



Cone (%) 


0 


0,01 


0,05 


0,5 


1 


2 


3 1 4 


5 


10 


UFC/ml 


210* 


4.8 10' 


2.1 10' 


9 10" 


6.1 10° 


1,4 10* 


1200 1 200 


0 


0 



Par s6curite, on choisit d'utiliser la solution de RBS dilu6e de 
maniere a obtenir 1,5 MIC. 



25 ProtocojeJnWaLrete^^^ 

Pancreatine 0.5 %, pH 7.3 : Preparation pour 100 ml : 500 mg de 
poudre de Pancreatine + 1 g de tampon PBS (phosphate buffer saline) 
(Sigma) pulv6rise» dilu6s dans 100 ml d'eau pour hemodlalyse (EHD). 
30 Passage de la solution en circuit fernie dans les tubulures A un 

debit de 500 ml/min pendant 5 minutes a ST^C. 

Rin^age 5 minutes parde TEHD a 500ml/min en circuit ouvert 

Aclde citrlque 3%, pH 2.2 : Preparation pour 100 ml : 3 g d'acide 
3S citrlque pulverise (Merck) dans 100 ml d'EHD, . 
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Passage de la solution en circuit ferme dans les tubulures a un 
debit de 500 mi/min pendant 5 minutes a 20**C 

Ringage 5 minutes par de I'EHD a 500ml/min en circuit ouvert. 

5 RBS® 7% pH 10 : preparation pour 100 ml: 7 ml de solution 

concentree + 566 mg de carbonate de sodium pulverises + 388 mg de 
bicarbonate de sodium pu|v6ris6 . dilu^s dans QSP 100 ml d'EHD. 

Passage de la solution en circuit femie dans les tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 30 minutes a 20°C . 

RInfage 5 minutes par de I'EHD & 500ml/mln en circuit ouvert. 



10 



20 



R^sultats de I'etude sur les btofilms 3 et 4 



La combinaison K sous sa fomie initiate decrite ci-dessus a laisse 
15 quelques cellules adherentes sur les biofilms 3 et 4, particulierement epais ou 
anciens. Pour reliminatlon de tels biofilms, une « fbrmule enrichie »de la 
combinaison K a ete dSveloppee. 



Formule^« enjMliB^^ 



Pancreatine 1 %, pH 7,3 : Preparation pour 100 ml : 1 g de poudre 
de Pancr6atine + 1g de tampon PBS (phosphate buffer saline) (Sigma) 
pulverise, dilues dans 100 ml d'eau pour h^odlalyse (EHD). 

Passage de la solution en circuit femne dans les tubulures ^ un 
25 debit de 500 ml/min pendant 5 minutes a 37°C. 

Rinfage 5 minutes par de I'EHD a 500ml/min en circuit ouvert. 

Acide citrique 5%, pH 2,2 : Preparation pour 100 ml : 5 g d'adde 
citrique pulveris6 (Merck) dans 100 ml d'EHD. 
30 Passage de la solution en circuit ferm6 dans les tubulures a un 

d6bit de 500 ml/min pendant 30 minutes k lO^'C 

Ringage 5 minutes par de I'EHD d 500ml/min en circuit ouvert. 



RBS® 15% pH 10: preparation pour 100 ml : 15 ml de solution 
35 concentree + 566 mg de carbonate de sodium pulverises + 388 mg de 
bicarbonate de sodium pulverise + 6 ml d'eau de Javel concentree a 5,2 % 
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(concentration finale en hypochlorite de sodium de 0,3 %), dilues dans QSP 
100 ml d'EHD 

Passage de la solution en circuit ferm6 dans les tubulures a un 
debit de 500 ml/min pendant 1 nuit a 20*C 
5 Rinpage 5 minutes par de TEND a 500ml/min en circuit ouvert. 

P.enng§§..qyMfe«yeae^^ 

Des photographies du biofilm 4 avant et apr6s action de la 
10 combinaison K enrichie ont permis de quantifier visuellement Tefflcacite du 
procede selon {'invention.. 

Le tableau VI donne les vaieurs des parametres mesur6s avant et 
apres action de la combinaison K enrichie sur le biofilm 4 

15 Tableaux VI : Donnees quantitatlves de revaluation de re1flcacit§ 

de la combinaison K enrichie sur le biofilm 4 



Param&tre 


Avant tnitement 


Apres traitement 


% rednction 


Surface couverte 
(Inches ^) 


25 


<0,001 


>99^9 


Bactdries cultivables 
(UFC/cm^) 


1600 


<1 


>99.999 


Endotoxines(EU/cm'') 


115 


<0.005 


>99.999 
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Resultats de Tetude sur le biofilm 5 

Un bloflim trfes ^pals (plus de 3,10® UFC/cm^ tres riche en slime, 
25 tres riche en endotoxines bacteriennes et couvrant totalement la surface de 
rechantillon (30 Inches^) s'est d6velopp6 d la surface des echantillons 
corrtroles non traites, alors que seulement quelques cellules adherentes mortes 
se sont deposees en surface des echantlllons traftes toutes les 4 heures par le 
combinaison K non enrichie (formula initiale). 
30 Les donnees quantitatives sont present6es dans le tableau VII. 
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Tableau VII : Efficacite de la combinaison K.sur le biofilm 5 



Paramfetre 


Sans traitement 


Avec traitemeDt 


% inhibition 


Surface couvertc 
(Inches') 


30 


1,3 


96 


Bacteries cultivables 
CUFC/cm^) 


3,9 10" 


<1 


>99.999 


HndotoxinesflEU/cm') 


65282 


0.4 


>99,999 



Des photographies du biofilm controle et des Schantillons tra!t6s 
ont permis de verifier I'efficacite du proc6d6 selon I'invention. 



Le precede, le kit et la composition selon I'invention peuvent atre 
utilises dans les circuits des appareils d'h§modialyse, dans la lutte centre la 
legionellose par exemple dans les circuits d'eau chaude et les systemes de 
climatisatlon et les tours de refroldlssement dans I'Industrie agroalimentaire, 
15 dans les salles a atmosphere controlee ou dans les salles i atmospheres 
continues, pour le nettoyage du materiel en dentisterie pour les dispositifs 
m^dicauxreutiiisables et non autodavables. 

Dans les appareils de circulation de tluides. le precede selon 
20 I'invention sera mis en oeuvre, par introduction de la ou des solutions 
simultanement ou sequentiellement dans les circuits dans lesquels le biofilm 
doit §tre elimine, mise en circulation pendant une p6riode sufHsante pour 
permettre I'elimination du biofilm, puis purge et ringage si necessaire. 

Pour le traitement de surfaces, plans de travail, prothfeses, le 
25 precede selon I'invention sera mis en oeuvre par application ou par trempage 
de la ou des solutions selon I'invention de fagon sequentielle ou slmultan^e 
puis rin^age si n6cessaiTB. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 d'eliminatlon du biofiltn caract6ris§ en ce qu'il 
5 comprend au moins les 6tapes suivantes effectuSes simultan^ment ou 

consecutivement : 

a) on dispose d'une solution comprenant un melange enzymatique 
contenant au moins une enzyme choisle dans le groupe des proteases, au 
moins une enzyme choisle dans le groupe des esterases et une annylase. 
IQ b) on dispose d'une solution comprenant un detergent dont le pH 

est alcalin, 

c) on applique par lavage ou par circulation lesdites solutions sur la 
surface 4i traiter. 

2. Precede selon la revendication 1, caract6ris6 en ce qu'il 
15 comprend en outre les etapes suivantes effectuees simultanement ou 

consecutivement : 

d) on dispose d'une solution comprenant un aclde susceptible de 

dissoudre des depots de sels mineraux, 

e) on applique par lavage ou par circulation ladite solution sur la 

20 surface a trailer. 

3. Precede selon I'une quelconque des revendicatlons 
precedentes. caracterise en ce que en ce que I'enzyme choisle dans le groupe 
des proteases est cliolsle dans le groupe constitu6 par les exopepBdases ou 
les endopeptidases comme la trypsine ; 

25 4. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendicatlons 

pr6c6dentes, caract6ris6 en ce que en ce que I'enzyme choisie dans ie groupe 
des esterases est une carboxylester-liydrolase comme la lipase, une 
phospiiolipase et/ou une phosplionodlesterase comme la rUjonudease 

5. Proc6de selon I'une quelconque des revendicatlons 
30 prec6dentes. caract6ris6 en ce que le m6Iange enzymatique comprend en 

outre une enzyme choisie dans le groupe constitu6 par les osidases ou 
carbohydrases comme la glycosidase et la galactosidase ; 

6. Precede selon I'une quelconque des revendications 
pr6cedentes, caracteris§ en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 
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7. Procede selon Tune quelconque des revendicatfons 
precedentes, caracterise en ce que le detergent est une solution alcaline 
cx>ntenant des agents tensioactifs . 

8. Procede selon • Tune quelconque des revendications 
5 precedentes, caract§ris6 en ce que le detergent est une solution alcaline 

contenant des agents tensioacttfs :et un ammonium quaternaire ; 

9. Procede selon '> Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la solution d^tergente contient en outre un 
desinfectant comme une solution d'hypochlorite de sodium, ou d'hypochlorite 

10 de potassium. 

. 10. Proced6 selon la revendlcatlon 2 caracterise en ce que dans 
racide pour eliminer les depots de sels mineraux, I'aclde est choisi dans le 
groupe constitue par I'adde citrique. Tacide peracdtique, I'acide glycolique et 
I'acide hydroxyacetique. , 

15 11. Kit destin6 a l'6ilmination du blofilm caract6ris6 en ce qu'il 

comprend au moins une solution d'un m6lange enzymatique contenant au 
molns une enzyme cholsle dans le groupe des proteases, au moins une 
enzyme cholsie dans le groupe des esterases et une amylase, et en ce qu'il 
comprend au moins une solution d'un un detergent dont le pH est alcalin. 

20 12. Kit selon la revendlcation 11, caracterise en ce que I'enzyme 

cholsie dans le groupe des prot6ases est choisie dans le groupe constitu6 par 
les exopeptldases ou les endopeptidases comme la trypsine. 

13. Kit selon Tune quelconque des revendications 11 ou 12 
caract6ris6 en ce que Fenzyme choisie dans le groupe des esterases est une 

25 carboxytester-hydrolase comme i la lipase, une phospholipase et/ou une 
phosphonodiesterase comme la ribonucl6ase 

14. Kit selon Tun quelconque des revendications 11 ^ 13, 
caracteris§ en ce que le melange .enzymatique comprend en outre une enzyme 
choisie dans le groupe constitue par les osidases ou carbohydrases comme la 

30 glycosidase et la galactosidase. I 

15. Kit selon I'une -quelconque des revendications 11 a 14 
caracterise en ce que le melange enzymatique est la pancreatine. 

16. Kit selon Tune quelconque des revendications 11 a 15 
caracterise en ce que le detergent est une solution alcaline contenant des 

35 agents tensioactifs. 
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10 



15 



17. KTrt selon I'un quelconque des revendications 11 d 15. 
caracterise en ce que le le detergent est une solution alcaline contenant des 
agents tensioactlfs et un ammonium quatemaire. 

18. Kit selon i'une quelconque des revendications 11 ^ 17 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un dSsirrfectant comme 
une solution d'hypochlorite de sodium, ou rfhypochlorite de potassium. 

19 Kit selon I'une quelconque des revendications 11 a 18 
caracterise en ce qu'il comporte en outre une solution d'un aclde susceptible 
de dissoudre des d6p6ts de sels mineraux comme le carbonate de calcium. 

20 Kit selon la revendication 19 caract6ris6 en ce que I'acide est 
choisi dans le groupe constitu6 par I'acide cltrlque. I'acide perac^tique. I'acide 
glycolique et I'acide hydroxyacetique. 

21. Composition destin6e d i'elimination du biofilm caracterlsee en 
ce qu-elle comprend un melange enzymatique contenant au moins une enzyme 
choisie dans le groupe des proteases, au moins une enzyme choisie dans le 
groupe des esterases et une amylase, et un detergent dont le pH est alcalin. 

22. Composition selon la revendication 25, oaracteris6e en ce que 
le melange enzymatique est la pancreatine. 
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ABREGE 
Proc6d6 d'^limination du biofilm 

La pr6sente invention conceme iin precede d'elimination du biofilm 
caracteris6 en ce qu'il comprend au moins les Stapes suivantes effectu6es 
simultanement ou consecutivement : 

a) on dispose d une solution comprenant un melange enzymatique 
contenant au moins une enzyme cholsie dans le groupe des protdases, au 
moins une enzyme cholsie dans le groupe des esterases et une amylase. 

b) on dispose d'une solution comprenant un detergent dont le pH 

est alcalln, 

c) on applique par lavage ou par circulation lesdites solutions sur la 
surface i traiter. 

Elle concerne egalement un kit destln6 d l'6llmlnation du bloflinn 
caracterise en ce qu'fl comprend les solutions prfecSdemnient d6finles et les 
compositions comprenant lesdites solutions. 



